Intramyokardiale Expression von COX-2 und TNF[alpha] in Abhängigkeit von der Kerntemperatur bei Herzoperationen mit extrakorporalem Kreislauf : eine tierexperimentelle Untersuchung by Stigler, Brigitte
IntramyokardIale expressIon von Cox-2 und tnFa
In abhängIgkeIt von der kerntemperatur
beI herzoperatIonen mIt extrakorporalem kreIslauF
- eIne tIerexperImentelle untersuChung -
brIgItte stIgler
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar.
3IntramyokardIale expressIon von Cox-2 und tnFa
In abhängIgkeIt von der kerntemperatur
beI herzoperatIonen mIt extrakorporalem kreIslauF
- eIne tIerexperImentelle untersuChung -
Von der Medizinischen Fakultät 
der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen
zur Erlangung des akademischen Grades einer 
Doktorin der Medizin
genehmigte Dissertation 
vorgelegt von
Brigitte Stigler
aus
Landshut
Berichter: Frau Professorin
  Dr. med. Marie-Christine Seghaye
  Herr Universitätsprofessor
  Dr. med. Jaime Vázquez-Jiménez
Tag der mündlichen Prüfung: 17. März 2009
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar.
II
Inhalt
1. Einleitung 1
1.1 Herzoperationen unter Einsatz des extrakorporalen Kreislaufs (EKK) 1
1.1.1 Historische Aspekte 1
1.1.2 Der extrakorporale Kreislauf bei pädiatrischen Herzoperationen 1
1.2 Die systemische entzündliche Reaktion  2
1.2.1 Die Myokarddysfunktion 4
1.2.2 COX-2 5
1.2.3 TNFa 7
1.2.4 iNOS 9
1.2.5 NFκB 9
1.2.6 AP-1 11
1.2.7 Hypothermie und Myokardprotektion 11
2. Zielsetzung 13
3. Material und Methodik 14
3.1 Allgemeines 14
3.2 Anästhesie 14
3.3 Operatives Management des EKK 15
3.4 Postoperative Überwachung  16
3.5 Gewinnung der Gewebeproben 17
3.6 Reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) 17
3.7 Western Blot 18
3.8 Electrophoretic-mobility-shift-assay (EMSA) 18
3.9 Western Blot für die Phosphorilierung von c-Jun und c-Jun im Kern 19
3.10 Statistische Auswertung 19
4. Ergebnisse 21
4.1 Hämodynamische und andere klinische Parameter 21
III
4.2 OP-Parameter 21
4.3 Die Temperatur im Myokard und im Ösophagus 21
4.4 TNFa-Expression im Myokard 23
4.5 COX-2-Synthese im Myokard 25
4.6 Aktivierung von NFκB im Myokard 26
4.7 Phosphorilierung der p38-MAP-Kinase im Myokard 27
4.8 Aktivierung des AP-1 im Myokard 28
4.9 Der zeitliche Verlauf von Phospho-c-Jun 30
4.10 Der zeitliche Verlauf der Synthese von iNOS im Myokard 31
5. Diskussion 32
5.1 Allgemeine Parameter  32
5.2 Auswirkungen des EKK auf diverse Organfunktionen 35
5.3 TNFa 36
5.4 NKκB 38
5.5 COX-2 38
5.6 AP-1  40
5.7 Kardioprotektive Effekte der moderaten Hypothermie 42
6. Zusammenfassung 46
7. Anhang 47
8. Literatur-, Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 48
8.1 Literaturverzeichnis 48
8.2 Abbildungsverzeichnis 58
8.3 Tabellenverzeichnis 61
9. Eigene Publikationen 62
10. Danksagung 63
11. Erklärung zur Datenaufbewahrung 64
12. Lebenslauf 65
IV
AP-1 activator protein 1
ATF activating transcription factor
cGMP cyclo-Guanosinmonophosphat
COX-... Cyclooxygenase ...
EKK Extrakorporaler Kreislauf
EMSA Electrophoretic-mobility-shift-assay
FiO2 inspired oxygen fraction
ICAM interzelluläres Adhäsionsmolekül
IL-... Interleukin ...
IKK... IκB Kinase ...
iNOS inducible nitric oxide synthase
JAK... Januskinase ...
LCK lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
LPS Lipopolysaccharid
MAPK mitogen-activated protein kinase
MPO Myeloperoxidase
NFκB nuclear factor κ B
NO Stickstoffmonoxid
PAF Platelet-activating factor
PECAM platelet-endothelial Zelladhäsionsmolekül
PG... Prostaglandin ...
PKC... Proteinkinase C...
PMN polymorphonuclear leukocyte
RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
STAT Signal transducers & activators of transcription
TNFa Tumornekreosefaktor a
TNFR... Tumornekrosefaktor-Rezeptor ...
TXA2 Thromboxan A2
VCAM vaskuläres Zelladhäsionsmolekül
Abkürzungsverzeichnis
11. Einleitung
1.1 Herzoperationen unter Einsatz des extrakorporalen Kreislaufs 
(EKK)
1.1.1 Historische Aspekte
Schon im 19. Jahrhundert gab es Überlegungen Herzoperationen durchzuführen, 
erstmals schriftlich fi xiert durch LeGallois 1812. Einen Meilenstein auf dem 
Weg zum extrakorporalen Kreislauf (EKK) stellte die Entdeckung des Heparins 
im Jahre 1916 durch McLean dar. Zwischen 1934 und 1935 entwickelte 
Gibbon die erste Herz Lungen-Maschine. Nach vielen Jahren geprägt von 
Rückschlägen und infolgedessen Veränderungen der Geräte, die in zahlreichen 
Tierversuchen weiterentwickelt wurden, fand im Februar 1952 der erste Einsatz 
am Menschen statt. Noch während des Eingriffs verstarb das 15 Monate alte 
Mädchen. Der nächste Patient jedoch - eine 18 jährige Frau mit einem großen 
Vorhofseptumdefekt - überlebte den Eingriff am 16. Mai 1953 mit einem Follow-
up bis in die späten 80er Jahre (Fou 1-8).
1.1.2 Der extrakorporale Kreislauf bei pädiatrischen Herzoperationen
Der extrakorporale Kreislauf übernimmt während Eingriffen am offenen Herzen 
dessen Pumpfunktion, sowie die Oxygenierung der Lunge. Somit wird die 
Eröffnung des Herzens und der angrenzenden Gefäße möglich. Nach Kanülierung 
des rechten Vorhofs bzw. der beiden Hohlvenen fl ießt das venöse Blut über ein 
Reservoir in einen Gasaustauscher. Das nun sauerstoffreiche Blut wird über die 
Aorta dem großen Kreislauf in der Regel nicht pulsatil wieder zugeführt. Von 
einem totalen Bypass spricht man, wenn das gesamte venöse Blut den Weg 
des extrakorporalen Kreislaufs nimmt. Beim partiellen Bypass hingegen besteht 
2weiterhin ein Blutfl uß auf physiologischem Wege. 
Die Temperatur des Blutes außerhalb des Körpers wird mittels eines 
Wärmeaustauschers reguliert. Man unterscheidet in der Regel zwischen 
Normothermie bei 37°C, milder Hypothermie bei 32°C, moderater Hypothermie 
(ca. 28°C) und tiefer Hypothermie (25 bis 15°C). Bei Hypothermie werden die 
Stoffwechselprozesse des Körpers heruntergefahren, was damit einhergeht, 
dass weniger Sauerstoff- und Substratangebot notwendig ist. Deshalb kann in 
Abhängigkeit von der Temperatur das Flussvolumen reduziert werden. Hierdurch 
ergibt sich der Vorteil, dass das Operationsfeld blutleerer gehalten werden 
kann. 
1.2 Die systemische entzündliche Reaktion 
Während des EKK unterwirft sich der Patient einigen wichtigen, nicht 
physiologischen Veränderungen wie z. B. einem durch den Einsatz des EKK 
ausgelösten, nicht pulsatilen Blutfl uß in den Gefäßen, einer nicht physiologischen 
Blut- und Körpertemperatur oder einer durch den Umgebungskreislauf des 
EKK verursachten Abkopplung der Blutversorgung von Herz und Lunge. Der 
Kontakt des Blutes mit Fremdoberfl ächen und die mechanische Reibung bei 
der extrakorporalen Zirkulation zieht eine pathophysiologische Reaktion des 
Organismus nach sich, die zur systemischen entzündlichen Reaktion beiträgt 
(Baksaas et al. 107-17; el Habbal et al. 102-07; Sonntag et al. 525-31).  
Letztendlich muss auch das chirurgische Trauma durch die Sternotomie, 
die Eröffnung des Perikards und die Inzision des Myokards, sowie der 
Myokardschaden durch Ischämie und Reperfusion berücksichtigt werden. 
Die pathophysiologische Antwort hierauf wird, wie in Abbildung 1 dargestellt, 
mittels infl ammatorischer Proteine wie Zytokine, Akute-Phase-Proteine, sowie 
granulärer Elemente aus immunkompetenten Zellen vermittelt. Zytokine werden 
hauptsächlich von Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und endothelialen 
Zellen produziert und können entweder protektive oder zerstörerische 
Eigenschaften besitzen. Dies hängt von der Konzentration jedes Zytokins, 
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3dem Rezeptor, der Interaktion mit anderen Zytokinen und dem Zelltyp, auf den 
sie wirken, ab (Brix-Christensen 671-79). Zytokine werden lokal produziert, 
aber im Falle einer extensiven Stimulation gelangen sie ins periphere Blut und 
beeinträchtigen Organfunktionen (Doughty, Kaplan, and Carcillo 1137-43).
Eine andere Studie besagt, dass eine hohe Prozentzahl der Kinder, die sich 
Herzoperationen mit Unterstützung des EKK unterziehen müssen, bereits 
präoperativ, jedoch auch perioperativ eine Endotoxämie aufweisen, die eine 
Erklärung für die myokardiale und in diesem Fall zusätzliche systemische 
Zytokinproduktion sein kann (Mou et al. 827-32). Die sogenannte „Zytokin-
Hypothese“ bedeutet, dass die Herzschädigung wenigstens teilweise als Folge 
der toxischen Effekte auf das Herz und die periphere Zirkulation der endogenen 
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4Zytokinkaskade fortschreitet (Seta et al. 243-49). Die Herzschädigung wird 
jedoch nicht durch Zytokine alleine ausgelöst, sondern vielmehr trägt deren 
Überexpression zum Krankheitsprogress bei (Mann 988-98).
1.2.1 Die Myokarddysfunktion
Betrachtet man die Komplikationen nach Herzoperationen mit EKK bei Kindern, 
so spielt der Myokardschaden eine entscheidende Rolle (Hovels-Gurich et 
al. 601-08; Hovels-Gurich et al. 811-20). Von zentraler Bedeutung für seine 
Pathophysiologie scheint TNFa zu sein (Meldrum R577-R595; Vazquez-Jimenez 
et al. 1216-23). Nach Aktivierung von NFκB und AP-1 mittels infl ammatorischer 
Stimuli, folgt die Expression infl ammatorischer Gene, wie jener für TNFa, 
sowie proinfl ammatorischer Enzyme wie iNOS. Im Myokard verursacht die 
Aktivierung von NFκB und AP-1 einen myokardialen Zellschaden in Relation 
zur Höhe der TNFa-Produktion (Chandrasekar and Freeman 30-34; Meldrum 
et al. 2849-54) und trägt so zu einem Perfussionsmißverhältnis und zur weiteren 
Myokardschädigung mittels NO und Eicosanoiden gemäß der Aktivität von iNOS 
und COX-2 bei (Metais et al. II328-II334; Yamamoto et al. 488-93).
Klinisch können die betroffenen Patienten eine beeinträchtigte systolische 
Funktion des Herzens, negativ inotrope Effekte, eine eingeschränkte 
Ejektionsfraktion u. ä. zeigen. 
In Tierexperimenten an transgenen Mäusen zieht eine Überexpression von TNFa 
eine progressive linksventrikuläre Dilatation nach sich (Kubota et al. 627-35). 
Hierfür wird eine TNFa-induzierte Aktivierung der Matrix-Metalloproteinasen 
(MMP) verantwortlich gemacht (Sivasubramanian et al. 826-31).
Weiterhin agieren das zu den proinfl ammatorischen Zytokinen zählende IL-6, 
wie auch TNFa als Substanzen, die mittels Induktion der intramyokardialen NO-
Synthase bzw. über einen sphingomyelinabhängigen Mechanismus auf das 
Myokard schädigend wirken (Sugishita et al. 1457-67).
Biopsien aus dem rechten Atrium Erwachsener, die sich einer Bypassoperation 
unterzogen, zeigen eine Akkumulation von Erythrozyten und Leukozyten während 
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5der ersten postischämischen Stunde assoziiert mit verbreiterten Spalten 
zwischen Endothelzellen, was auf eine Endotheldysfunktion hinweist (Lindal et 
al. 143-50).
1.2.2 COX-2
Die Cyclooxygenase ist ein Schlüsselenzym im Eicosanoidmetabolismus, das 
freie Arachidonsäure in Prostaglandin H2 (PGH2) umwandelt. Prostaglandine 
vermitteln eine lokale Entzündungsreaktion und modulieren physiologische 
systemische Antworten. 
Bisher konnten zwei Isoformen der Cyclooxygenase entdeckt werden: COX-1 
und COX-2, die gemeinsame wie auch spezifi sche Aufgaben besitzen (Smith 
and Langenbach 1491-95). COX-1 wird in vielen Geweben unter basalen 
Bedingungen konstitutiv exprimiert und spielt eine sogenannte „housekeeping-
Rolle“. Beispielsweise hilft es normale physiologische Funktionen wie die 
Schleimproduktion in der Magenmukosa aufrecht zu erhalten. Im Gegensatz hierzu 
wird COX-2 durch Zellaktivierung induziert und so in den meisten Gewebetypen 
im Allgemeinen nicht produziert. In Abbildung 2 wird dargestellt, dass seine 
Produktion vielmehr oft mit Entzündung und anderen pathophysiologischen 
Abläufen assoziiert ist (Wu et al. H2420-H2429). Abbildung 3 zeigt die durch 
COX-2 katalysierte Konversion von Arachidonsäure zu PGH2, was zu 
verschiedenen Eicosanoiden, einschließlich PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2 und 
TXA2, metabolisiert werden kann (Smith, Garavito, and DeWitt 33157-60; Vane, 
Bakhle, and Botting 97-120). Die beiden wichtigsten Produkte hierbei sind 
PGE2 und PGI2 (Bolli et al. 506-19). Deren zytoprotektive Eigenschaften werden 
der Antagonisierung der Adenylylcyclase, der Aktivierung von ATP-sensitiven 
Kaliumkanälen, der Inhibierung des Calciumeinstroms, sowie der Abschwächung 
der Neutrophileninfi ltration zugeschrieben
Interessanterweise erinnern diese Vorgänge an jene des Stickstoffmonoxids, 
was darauf hindeutet, dass Prostanoide und Stickstoffmonoxid möglicherweise 
ergänzende oder synergistische Mechanismen hinsichtlich der Zytoprotektion 
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6besitzen (Bolli et al. 506-19). Eine Studie berichtet, dass COX-2 in ischämischem, 
menschlichem Myokard und im Rahmen einer dilatativen Kardiomyopathie 
exprimiert wird, jedoch nicht in normalen Kardiomyozyten (Wong et al. 100-03). 
COX-2 ist auch dann in der Lage kardioprotektive Prostanoide zu produzieren, 
wenn keine COX-2-Proteinspiegel gemessen werden können. 
Fehlendes COX-2 hingegen verschlimmert den myokardialen Defekt nach 
Ischämie-Reperfusion (Camitta et al. 2453-58). COX-2 schützt Kardiomyozyten 
gegen oxidativen Stress, wirkt in verschiedenen Zelltypen antiapoptotisch 
(Adderley and Fitzgerald 5038-46) und konnte als Hauptquelle systemischer 
PGI2-Biosynthese im Menschen ausfi ndig gemacht werden (McAdam et al. 272-
77). 
Ein genetischer COX-2-Defekt resultiert in kardialer Fibrose, was ebenso eine 
protektive Wirkung der COX-2-Expression nahe legt (Morham et al. 473-82).
Die Möglichkeit proinfl ammatorischer Reaktionen wird u. a. von Bolli et al. in 
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7Zweifel gezogen. Selbst wenn dies der Fall sein sollte, wären diese Vorgänge 
nicht notwendigerweise schädigend, da die Infl ammation eher eine Konsequenz 
als eine Ursache des myokardialen Ischämie-Reperfusions-Schaden darstellen 
würde (Bolli et al. 506-19).
1.2.3 TNFa
Potente Stimuli für die intramyokardiale TNFa-Synthese während 
herzchirurgischer Eingriffe sind infl ammatorische Mediatoren, die durch Kontakt 
zwischen Blut und Fremdkörperoberfl ächen aktiviert werden wie beispielsweise 
aktivierte Komplementproteine (Whaley K 1-137), sowie eine ischämische 
Periode gefolgt von Reperfusion wie es nach Wiedereröffnung der Aorta der Fall 
ist (Meldrum et al. 1683-89). TNFa induziert durch Bindung an den TNFa-type 
1 – Rezeptor (TNFR1) Apoptose, wohingegen durch Bindung an den TNFa-type 
2 – Rezeptor (TNFR2) nuclear factor κ B (NFκB) aktiviert wird. Dies wiederum 
führt zur Transkription anderer proinfl ammatorischer Zytokine, die ihrerseits 
die zytotoxischen Effekte verstärken (Meldrum R577-R595), was Lücken in 
der Zellmembran von Myokardzellen, Rupturen der Zellmembran, interstitielles 
Ödem und schließlich Zellnekrosen verursachen kann (Laster, Wood, and 
Gooding 2629-34).
Eine wichtige experimentelle Studie zeigt auf, dass direkte Injektionen von TNFa 
Hypotension, metabolische Azidose, Hämokonzentration und einen schnellen 
Todeseintritt innerhalb von Minuten nach sich ziehen (Tracey et al. 470-74). 
+
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8TNFa gilt als potenter Neutrophilenaktivator, stimuliert Funktionen wie Adherenz, 
Phagozytose, Degranulation und oxidativen Metabolismus (Klebanoff et al. 4220-
25).
Daten der Multicenter-Studie Vesnarinone Trial (VEST) belegen einen 
signifi kanten Zusammenhang im Überleben der untersuchten Patienten mit 
Herzinsuffi zienz als Funktion steigender TNFa-Spiegel. Am schlechtesten stellt 
sich erwartungsgemäß die Prognose für Patienten mit TNFa-Spiegeln jenseits 
der 75sten Perzentile dar (Deswal et al. 2055-59).
Nichtsdestotrotz kommen verschiedene experimentelle Studien zu dem Schluss, 
dass physiologische TNFa-Spiegel in zytoprotektiven Antworten des Herzens 
während einer akuten Ischämie resultieren (Kurrelmeyer et al. 5456-61; Lecour 
et al. 509-18; Nakano et al. 1392-400). 
Auch kann für TNFa gezeigt werden, dass es in der Lage ist, spätes 
preconditioning, Hitze-Schock-Proteine, antioxidative Enzyme und andere 
potentiell zytoprotektive Funktionen zu induzieren (Harbrecht et al. G1004-
G1010). Letztendlich spielen niedrige physiologische Spiegel vermutlich eine 
wichtige Rolle im tissue remodelling und repair (Mann 988-98). 
Interleukin-10, ein natürliches monozytendeaktivierendes Zytokin, präsentiert 
sich hingegen als starker Inhibitor von TNFa, dem im Tiermodell eine 
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9myokardprotektive Wirkung nachgewiesen werden konnte (Frangogiannis et 
al. 2798-808). Weitere Ursachen für die Produktion von TNFa sowie dessen 
Auswirkungen sind in Abbildung 4 veranschaulicht.
1.2.4 iNOS
INOS ruft große Mengen NO hervor, das Proteine bindet, oxidativen Stress 
verursacht, sowie die mitochondriale Funktion beeinträchtigt und zu Zellschäden 
führt (Anggard 1199-206; Moncada and Higgs 2002-12; Moncada, Palmer, 
and Higgs 109-42). NO und sein second messenger cGMP ziehen negativ 
inotrope Effekte im Myokard nach sich, was für die reduzierte Myokardfunktion 
insbesondere -kontraktilität verantwortlich sein könnte (Mohan et al. 1223-29; 
Seghaye et al. 1063-70). 
Studien belegen eine Erhöhung der iNOS-Expression in rechtsartrialen 
Gewebeproben bei zyanotischen Patienten im Vergleich zu einer 
azyanotischen Gruppe. Es wird darüber spekuliert, ob dies einen alternativen 
Signalübertragungsweg im Hinblick auf eine Balancierung der relaxierenden und 
konstriktiven Faktoren im kardiovaskulären System darstellt (Ferreiro et al. 2272-
76; Seghaye et al. 1063-70).
Andererseits verschlimmert sich durch die Inhibierung der iNOS-vermittelten NO-
Freisetzung in einem infl ammatorischen Milieu der Organschaden, da die NO-
Produktion den Blutfl uß im Organ aufrecht erhält und die Leukozyteninfi ltration 
verringert (Harbrecht et al. G1004-G1010). Zudem zeigen Untersuchungen, dass 
die Präsenz von funktionalen iNOS-Genen, sowie die Produktion von NO zum 
kardialen Schutz während der Reperfusion beiträgt (Zingarelli et al. 327-42).
1.2.5 NFκB
NFκB induziert die Transkription von proinfl ammatorischen Zytokinen, die 
wiederum seine zytotoxischen Effekte verstärken und zu Zellnekrosen führen 
(Meldrum R577-R595). Verschiedene infl ammatorische Stimuli wie der 
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aktivierte terminale Komplementkomplex C5b-9, Endotoxin, Zytokine und 
freie Sauerstoffradikale führen mittels Induktion der Phosphorilierung des 
inhibitorischen Proteins IκB zur Aktivierung von NFκB, indem auf diese Weise 
die Translokation von NFκB in den Nukleolus ermöglicht wird (Barnes and Karin 
1066-71; Valen, Yan, and Hansson 307-14; Viedt et al. 2370-72).
NFκB ist jedoch in der Lage neben Zell-Survival- und Anti-Apoptose-Programmen 
zur Myokardprotektion assoziiert mit ischämischem preconditioning beizutragen 
(Valen, Yan, and Hansson 307-14). Die detaillierten Wechselbeziehungen des 
Transkriptionsfaktors NF�B gehen aus Abbildung 5 hervor.
Auch von Bohuslav et al. wird beschrieben, dass das NFκB-Homodimer im 
Gegensatz zum Heterodimer als kompetitiver Inhibitor der infl ammatorischen 
Gentranskription oder als antiinfl ammatorisches Agens dient (Bohuslav et 
al. 1645-52). Präoperative Lipopolysaccharid-Exposition könnte vulnerablen 
Organen eine gewisse antiinfl ammatorische Protektion über einen 
Rückkopplungsmechanismus des Homodimers verleihen. Allerdings besteht 
der Großteil des NFκB aus Heterodimeren und wirkt somit weitgehend 
proinfl ammatorisch (Mou et al. 827-32).
Die Aktivität von NFκB kann durch IL-10 sowohl über den Weg der Supression 
der IκB-Kinase-Aktivität wie der Inhibierung der NFκB-DNA-Bindungsaktivität 
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blockiert werden (Schottelius et al. 31868-74). Darüber hinaus ist NFκB selbst in 
der Lage über die Synthese von IκBa sich in die inaktive Form zu überführen um 
auf diese Weise die eigene Aktivität zu regulieren (Tedgui and Mallat 877-87).
1.2.6 AP-1
Activator protein (AP)-1 ist ein anderer wichtiger Transkriptionsfaktor für 
viele infl ammatorische Mediatoren und besteht aus einer Familie verwandter 
Transkriptionsfaktoren, die wiederum aus Heterodimeren und Homodimeren von 
Jun, Fos und activating transcription factor (ATF) zusammengesetzt ist (Karin, 
Liu, and Zandi 240-46).
Die AP-1-Aktivität wird durch Interaktionen mit intra- und extrazellulären Signalen 
einschließlich der p38-mitogen-activated Proteinkinase (p38 MAPK) reguliert, die 
die Phosphorilierung von ATF-2 induziert (Karin, Liu, and Zandi 240-46). Hierfür 
spielt die Aktivierung der c-Jun-NH2 (Kato et al. G608-G616).
AP-1 wird durch unterschiedliche Faktoren stimuliert wie UV-Bestrahlung. Eine 
in vivo-Studie an UV-bestrahlter menschlicher Haut zeigt, dass die p38-MAP-
Kinase auch in der Lage ist, die schon vorher vorhandene AP-1-Untereinheit 
c-Jun zu phosphorilieren (Fisher et al. 1432-40). Wahrscheinlich wirken AP-1 
und NFκB zusammen um eine spezifi sche Entzündungsreaktion hervorzurufen 
(Zingarelli et al. 327-42).
1.2.7 Hypothermie und Myokardprotektion
Eine ernstzunehmende Komplikation nach dem Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine stellt die Schädigung des Myokards dar. Schon in der Vergangenheit 
wurden zahlreiche Anstrengungen unternommen, die Myokardschädigung zu 
minimieren. Essentiell für die Myokardproduktion während und nach der EKK 
scheint die Durchführung von Herzoperationen unter (moderater) Hypothermie 
zu sein. Voraussetzung hierfür ist Abhängigkeit der Zytokinproduktion von 
der Temperatur. So wird infolge moderater Hypothermie die Produktion 
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von myokardprotektivem IL-10 stimuliert, wohingegen die Synthese des 
proinfl ammatorischen TNFa sinkt. Dies ist mit einer Erhaltung der histologischen 
und ultrastrukturellen Strukturen assoziiert (Vazquez-Jimenez et al. 1216-23).
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2. Zielsetzung
Chirurgische Eingriffe am Herzen unter dem Einsatz des extrakorporalen 
Kreislaufs, wie sie seit den frühen fünfziger Jahren durchgeführt werden, gehen 
mit einer erheblichen systemischen Entzündungsreaktion des Organismus 
einher. Von entscheidender Bedeutung hierfür ist der Kontakt des Blutes mit 
den nicht physiologischen Oberfl ächen des EKK, die Hämodilution, der nicht 
pulsatile Blutfl uß, Ischämie und Reperfusion, sowie die mechanische Reibung 
der Blutbestandteile um nur einige wichtige an dieser Stelle zu nennen.
Ziele dieser Arbeit sind:
1. die Signalübertragungswege, die zur intramyokardialen Expression von 
TNFa und COX-2 führen mit Hilfe eines Tiermodells am Schwein zu 
klären,
2. die Auswirkung der Kerntemperatur während des EKK auf die Expression 
von COX-2 und TNFa im Myokard zu untersuchen.
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3. Material und Methodik
3.1 Allgemeines
Die tierexperimentellen Untersuchungen führten wir in der Abteilung für 
experimentelle Chirurgie im Deutschen Herzzentrum München durch. Die 
Studie wurde gemäß den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes 
angelegt und erhielt die Genehmigung der zuständigen Behörde. 
Einschluss in die Studie fanden zwölf junge, weibliche Schweine mit einem 
Durchschnittsgewicht von 40,3 kg +/- 3,5 Standardabweichung. Jeweils 6 
Schweine wurden zufällig der Gruppe, die unter moderater Hypothermie (28 
°C) operiert wurde, bzw. der Gruppe, die unter Normothermie (37 °C) operiert 
wurde, zugeordnet. 
Für die Untersuchung der Hämodynamik, der OP-Parameter, sowie der 
Temperatur rekrutierten wir insgesamt 21 Schweine: 11 Schweine in der 
hypothermen Gruppe (40,18 kg +/- 2,44), sowie 10 Schweine (38,52 kg +/- 4,79) 
in der normothermen Gruppe.
3.2 Anästhesie
Die Anästhesie war einheitlich und erfolgte mit Ketamin und Pentobarbital. 
Wiederholte Gabe erfolgte bei Bedarf. Die Herzfrequenz und der Herzrhythmus, 
sowie andere hämodynamische Parameter wurden im EKG stets überwacht. 
Mittels eines suprapubischen Blasenkatheters wurde die Ausscheidung bis 
zum Exitus gemessen. 
Nach der endotrachealen Intubation wurden die Tiere mit einer Luft-/ 
Sauerstoffmischung (inspirierte Sauerstofffraktion FiO2: 0,5) beatmet. Die 
Körpertemperatur zeichneten wir kontinuierlich über eine im Ösophagus liegende 
Temperatursonde (probe 1651; Datex-Ohmeda Division, Instrumentarium 
Corps, Helsinki, Finnland) auf. Es wurden Katheter in der Arteria carotis und 
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der Vena jugularis intraoperativ platziert, um den mittleren arteriellen Druck und 
den zentralvenösen Druck überwachen zu können. Weiterhin kontrollierten wir 
über intraoperativ gelegte Katheter die Drücke im linken Atrium, sowie in der 
Arteria pulmonalis. Prophylaktisch erhielten alle Tiere Cephotiam (50 mg/kg 
Körpergewicht) intravenös. 
3.3 Operatives Management des EKK
Die maschinelle Ausstattung war für alle Versuche einheitlich und bestand 
aus einer Rollerpumpe, die einen nicht-pulsatilen Fluss gewährleistete, einem 
Einweg-Oxygenator für Kinder, einem Kardiotomie-Reservoir, einem arteriellen 
Blut- und einem Gasfi lter. 
Vor Einleitung des EKK wurde das Schlauchsystem mit einer kristalloiden 
Lösung gefüllt. Zur systemischen Antikoagulation applizierten wir Heparin (400 
IU/kg Körpergewicht). 
Unter den üblichen sterilen Bedingungen wurde die Sternotomie durchgeführt 
und das Perikard eröffnet. Die Venae cavae, die Aorta, sowie das linke Atrium 
wurden kanüliert um so einen totalen Bypass zu ermöglichen, wobei die 
Dauer des EKK bei 120 Minuten unter einem Flussindex von 2,7 l/min/m² 
Körperoberfl äche festgelegt wurde. Den mittleren arteriellen Druck hielten 
wir auf ca. 60 mmHg. Nach einer Bypass-Zeit von 30 Minuten, während der 
die zur moderat-hypothermen Gruppe gehörenden Tiere auf 28 °C mit einem 
Wärmetauscher abgekühlt wurden, erfolgte die Abklemmung der Aorta für eine 
Zeitdauer von 60 Minuten. In der anschließenden 30minütigen Aufwärmphase 
wurden diese Tiere wieder auf 37 °C erwärmt. In der normothermen 
Gruppe lag die Temperatur während des EKK konstant bei 37 °C. Sofort 
nach dem Aortenclamping wurde in beiden Gruppen ein kardioplegischer 
Herzstillstand mittels Infundierung von 4 °C kalter Bretschneider-Lösung (30 
ml/kg Körpergewicht) in die Aortenwurzel herbeigeführt. Zusätzlich wurde das 
Myokard durch Applikation von 500 ml 4 °C kalter Kochsalzlösung abgekühlt. 
Während des EKK wurde die Myokardtemperatur mittels Monitor mit einer 
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Nadel-Temperatur-Sonde (Temperature Sensing Catheter; Medtronic Hemotec. 
Inc., Englewood, Co.) im Ventrikelseptum aufgezeichnet. Am Ende der 
Operation wurde die Antikoagulation durch Protamingabe aufgehoben und 
das im EKK-System verbliebene Volumen wurde den Tieren transfundiert. 
Temporäre Schrittmacherdrähte, sowie Thoraxdrainagen wurden angebracht 
und der Thorax schichtweise verschlossen.
3.4 Postoperative Überwachung 
Die Versuchungstiere erhielten eine postoperative, standardisierte Überwachung 
wie sie der gängigen klinischen Praxis entspricht. 
Unter Narkose wurden die Tiere weiterhin 6 Stunden nach Thoraxverschluß 
beatmet, währenddessen ein kontinuierliches Monitoring erfolgte. Im Zuge 
dessen zeichneten wir regelmäßig den Herzrhythmus und die –frequenz, den 
mittleren arteriellen Blutdruck, den linksatrialen Druck, den zentralvenösen 
Druck, den Druck in der Arteria pulmonalis, die Körpertemperatur gemessen 
im Ösophagus bzw. im Myokard und das Ausscheidungsvolumen auf. Um 
die hämodynämischen Parameter zu optimieren, erfolgte die Applikation 
inotroper Substanzen wie Dopamin, außerdem Diuretika (Furosemid), sowie 
eine Flüssigkeitssubstitution mit Ringerlaktat. Die Zielwerte für den mittleren 
arteriellen Druck lagen bei 60 mmHg, für den Druck im linken bzw. rechten 
Atrium 5 bzw. 9 mmHg, sowie für die Urinausscheidung bei 1,5 ml/kg/h 
Körpergewicht. 
Die Blutentnahmen inklusive der Blutgasanalysen, der arteriellen 
Laktatbestimmung und der Serumelektrolyte führten wir kontinuierlich nach 
Protokoll durch.
Nach 6 Stunden postoperativer Überwachung erfolgte die Tötung der Tiere 
durch eine Überdosis Pentobarbital.
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3.5 Gewinnung der Gewebeproben
Gewebeproben für die reverse Transkriptase (RT)-Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR), sowie für den Western Blot wurden aus dem Apex des 
rechten Ventrikels vor Installation des EKK, vor Abklemmung der Aorta und 
vor deren Wiedereröffnung gewonnen. Weitere Gewebeproben nahmen wir 
direkt post mortem für die RT-PCR, den Western Blot und für den EMSA. 
Die Gewebeproben für die RT-PCR und den Western Blot wurden schnell 
herausgetrennt, auf kürzestem Weg in fl üssigem Stickstoff eingefroren und bis 
zur Bearbeitung bei – 70 °C gelagert. 
Für die immunhistochemischen Analysen wurden die Gewebeproben in 10 
%igem Formalin aufbewahrt, in Paraffi n eingebettet und in 4 bis 6 µm dicke 
Serienschnitte verarbeitet.
3.6 Reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-
PCR)
Mittels eines Rneasy Mini Kit (QIAGEN Inc., Hilden, Deutschland) wurde die 
gesamte RNA extrahiert. Die RNA (3 µg) wurde mit reverser Transkriptase 
in komplementäre DNA umgeschrieben (unter Verwendung eines zufällig 
ausgewählten Hexamers). 
Mit Hilfe spezifi scher Primer (vom Schwein) für TNFa, COX-1 und -2 und ß-Aktin 
wurden komplementäre DNA-Prokukte durch die PCR amplifi ziert (35 Zyklen, 
94 °C für 45 s, 54 °C für 45 s und 72 °C für 45 s). 
Folgende spezifi sche Schweineprimer der Genbank accession Nr. X54859 
wurden verwendet: 
• TNFa sense primer ATCGGCCCCCAGAAGGAAGAG
• TNFa anti-sense primer GCACCGTGTTGGCGTAGAGG. 
Die PCR-Produkte wurden einer Elektrophorese in 1,8 %igem Agargel 
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(versetzt mit Ethidiumbromid) unterzogen und dann photographiert. Die 
Länge der Amplifi kationsprodukte von TNFa und ß-Aktin wurde auf 372 
und 233 Basenpaare (bp) geschätzt. Die Ergebnisse präsentierten wir als 
Ratio der Bandintensitäten der messenger-RNA (mRNA) von TNFa zu der 
korrespondierenden ß-Aktin-mRNA (Quantity One R Quantifi cation software 4. 
1., Bio-Rad).
3.7 Western Blot
Die Gewebeproben wurden mit SDS-PAGE-Probenpuffer vorbehandelt, 
anschließend erhitzt und mit 8 oder 10%igem Gel verbunden. Der Western 
Blot wurde mit Antikörpern gegen polyklonales Ziegen-anti-humanes-TNFa 
(DPC Biermann, GmbH, Bad Nauheim), monoklonale Maus-anti-humane-
iNOS (BD Transduction Laboratories, Heidelberg, Deutschland), polyklonale 
Kaninchen-anti-humane-COX-2 (Alexis Deutschland GmbH, Grünberg, 
Deutschland), monoklonale Maus-anti-humane-IκB-a (Ser32/36) (Cell Signaling 
Technology TM, Inc., Frankfurt am Main, Deutschland), polyklonale Kaninchen-
anti-humane-phospho-p38-MAP-Kinase und p38-MAP-Kinase (beide von 
Cell Signaling Technology, Inc., Frankfurt am Main, Deutschland), sowie 
polyklonales Ziegen-anti-humanes-Aktin (DAKO, Dänemark) durchgeführt. Die 
Banden wurden mit einem chemielumineszierenden System sichtbar gemacht. 
Durch Behandlung mit ß-Aktin-Antikörpern stellten wir gleiche Ladungen sicher. 
Die Intensität der Banden von TNFa, COX-2, iNOS und phospho-IκB-a wurden 
auf jene des Aktin, die Intensität der Bande von phospho-p38-MAP-Kinase auf 
jene der p-38-MAP-Kinase genormt (Quantity One R Quantifi cation software 4. 
1., Bio-Rad).
3.8 Electrophoretic-mobility-shift-assay (EMSA)
Die Kernextrakte wurden behandelt wie von Andrews et al. beschrieben 
(Andrews, 1991). Mit einem Bio-Rad-Protein-Assay bestimmten wir die Protein-
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Konzentrationen. Der EMSA wurde mit Hilfe eines doppelsträngigen, P32-
markierten, mutierten, sis-induzierbaren Element (SIE)-Oligonukleotids von 
NFκB (5’-AGT TGA GGG GAC TTT CC-3’), sowie eines doppelsträngigen, 
32p-markierten, Konsensus-Oligonukleotids von AP-1 (5’CGC TTG ATG ACT 
CAG CCG GAA-3’) (beide von MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland) 
durchgeführt. Für Supershift-Assays wurden die Kernextrakte vorher mit 
NFκB-p65-subunit und -p50-subunit (polyklonales anti-human, Santa 
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), sowie AP-1-c-Jun-subunit 
30 Minuten lang bei Raumtemperatur vor Zugabe der radiomarkierten 
Probe inkubiert. Die Protein-DNA-Komplexe wurden auf einem 6 %igem 
Polyacrylamidgel 3 Stunden lang bei 270 V separiert, das 7,5 % Glycerol in 
0,25facher Tuberkulinbaktien-Emulsion (20 mM Tris, 20 mM Borsäure, 0,5 mM 
EDTA) enthält. Die Gelplatten wurden getrocknet und autoradiographiert.
3.9 Western Blot für die Phosphorilierung von c-Jun und c-Jun 
im Kern
Die Kernextrakte (20 µg) wurden mit SDS-PAGE-Probenpuffer behandelt, 
anschließend erhitzt und dann 10 %igem Gel zugesetzt. Die Western Blots 
wurden mit Antikörpern gegen monoklonales Maus-anti-human-phospho-
c-Jun und polyklonales Kaninchen-anti-human-c-Jun (beide Santa Cruz 
Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), sowie polyklonales Ziegen-anti-
human-Aktin (DAKO, Dänemark) durchgeführt. Die Banden wurden mit einem 
chemieluminiszierendem System sichtbar gemacht. Durch Behandlung mit 
ß-Aktin-Antikörpern stellten wir gleiche Ladungen sicher. Die Bandintensitäten 
von phospho-c-Jun und c-Jun wurden auf jene von Aktin genormt (Quantity 
One R Quantifi cation software 4. 1., Bio-Rad). 
3.10 Statistische Auswertung
Die Ergebnisse sind als Mittelwert +/- Standard-Abweichung (SD) angegeben. 
Material und Methodik
20
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels t-Test analysiert. Für die 
nicht normal verteilten Daten wurden nicht-parametrische Tests angewandt. 
Verbundene Stichproben wurden mit dem nicht parametrischen Wilcoxon-
Test verglichen, während die nicht verbundenen Stichproben mit dem nicht 
parametrischen Mann-Whitney-U-Test verglichen wurden.
P-Werte < 0,05 wurden als signifi kant gedeutet; p-Wert > oder = 0,05 und < 0,1 
wurden als tendenziell signifi kant gedeutet.
Die Daten wurden mit dem Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 
(SPSS Software GmbH, München, Deutschland) analysiert.
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4. Ergebnisse
4.1 Hämodynamische und andere klinische Parameter
Tabelle 1 zeigt die hämodynamischen Parameter zu verschiedenen Zeitpunkten 
des Protokolls. Sowohl der Blutdruck wie auch der linksatriale Druck waren zu 
keinem Zeitpunkt unterschiedlich in beiden Tiergruppen. Eine Ausnahme stellte 
der Pulmonalisdruck dar, der unmittelbar nach Protamingabe bei den unter 
Hypothermie  operierten Tieren signifi kant höher war.
Ebenso ergab die Untersuchung des Oxygenierungsindex PaO2/FiO2 keine 
signifi kanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
Der zentralvenöse Druck lässt lediglich sechs Stunden nach Protamingabe einen 
tendenziell signifi kanten Unterschied (p = 0,072) erkennen (Gruppe 1: 6,57 mmHg 
versus 7,91 mmHg in Gruppe 2).
4.2 OP-Parameter
Das Gewicht unserer Versuchstiere liegt in Normothermie bei einem 
Mittelwert von 38,52 kg und in Hypothermie bei 40,18 kg. Weiterhin konnten 
wir keine signifi kanten Unterschiede bei folgenden Parametern erkennen: 
gesamte Urinausscheidung, sowie die Urinausscheidung während des EKK, 
Gesamtfl üssigkeit und Thoraxdrainagen (Tabelle 1). 
Die Untersuchung des Laktatspiegels hingegen zeigt zum einen am Ende des 
EKK eine tendenzielle Signifi kanz mit p = 0,078 (Normothermie: 6,65 mmol/l, 
Hypothermie: 5,38 mmol/l) und zum anderen vier Stunden nach dem EKK einen 
signifi kanten Unterschied zwischen beiden Gruppen mit p = 0,037 (Normotherm: 
1,05 mmol/l, Hypotherm: 2,64 mmol/l). 
4.3 Die Temperatur im Myokard und im Ösophagus
Tabelle 1 zeigt die Temperatur im Myokard und im Ösophagus während und nach 
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Tabelle 1
dem EKK. Die Temperaturwerte im Ösophagus sind bei den Schweinen, die unter 
moderater Hypothermie operiert wurden, niedriger als in der Vergleichsgruppe. Sie 
weisen erwartungsgemäß mit Ausnahme der Messung vor dem Aortenclamping 
stets signifi kante bzw. in zwei Fällen tendenziell signifi kante p-Werte auf.
Ergebnisse
Gruppe 2 [moderat hypotherm]
Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
Hämodynamik in mmHg
Blutdruck nach Protamingabe 54,1 ± 9,07 51,54 ± 8,9 0,557
nach 2 h 70,8 ± 11,2 70 ± 10,32 0,809
nach 4 h 73,5 ± 11,42 75,27 ± 18,19 0,918
nach 6 h 68,7 ± 12,41 79 ± 19,1 0,197
linksatrialer Druck nach Protamingabe 6,6 ± 4,58 8,36 ± 4,25 0,251
nach 2 h 7,3 ± 4,64 7,27 ± 2,69 0,512
nach 4 h 8 ± 4,85 7,3 ± 2,36 0,912
nach 6 h 7,85 ± 4,96 6,2 ± 2,97 0,436
Pulmonalarteriendruck nach Protamingabe 17,33 ± 7,35 18,64 ± 3,36 0,295
nach 2 h 17,78 ± 7,07 21,89 ± 2,26 0,031
nach 4 h 19 ± 5,34 21,22 ± 2,91 0,34
nach 6 h 20,67 ± 6,75 21 ± 4,8 1
zentralvenöser Druck nach Protamingabe 6,86 ± 1,19 7,73 ± 2,15 0,349
nach 2 h 7,29 ± 2,74 8,18 ± 2,14 0,387
nach 4 h 7,25 ± 1,94 8,55 ± 1,81 0,173
nach 6 h 6,57 ± 2,88 7,91 ± 2,74 0,072
OP-Parameter
Gewicht in kg 38,52 ± 4,79 40,18 ± 2,44 0,387
CPB in Minuten 118 ± 6,33 120 ± 0,0 0,705
Aortenclamping in Minuten 60 ± 0,0 60 ± 0,0 1
Urin gesamt in ml 2111,79 ± 846,04 2008,09 ± 906,25 0,656
Urin während CPB in ml 562,89 ± 330,12 563,91 ± 340,18 0,941
Flüssigkeit gesamt in ml 5040 ± 1340,98 5063,64 ± 1249,22 0,973
Drainage Thorax in ml 266 ± 227,17 411,82 ± 338,11 0,152
Drainage Abdomen in ml 347,22 ± 440,21 344,44 ± 361,81 0,546
Laktat in mmol/l prä-OP 1,37 ± 1,22 1,7 ± 1,44 0,525
Ende CPB 6,65 ± 0,82 5,38 ± 1,66 0,078
nach 2 h 3,46 ± 2,56 3,85 ± 2,32 0,827
nach 4 h 1,05 ± 0,28 2,64 ± 2,51 0,037
nach 6 h 0,9 ± 0,28 2,55 ± 3,02 0,122
Oxygenierungsindex PaO2/FiO2 nach Protam 352,2 ± 128,82 350,54 ± 175,22 0,71
nach 2 h 427,13 ± 194,02 353,83 ± 121,01 0,173
nach 4 h 420,65 ± 64,94 369,42 ± 93,74 0,197
nach 6 h 376,81 ± 126,48 370,2 ± 67,82 0,282
Temperatur in °C
Ösophagus vor CPB 36,1 ± 0,9 35,9 ± 0,5 >0,2
vor Aortenclamping 36,7 ± 0,4 30,1 ± 4,4 0,01
nach Kardioplegie 36,6 ± 0,5 28 ± 0,09 0
10 min. nach Aortenclamping 36,6 ± 0,6 28,1 ± 0,09 0
30 min. nach Aortenclamping 37 ± 0,7 28,1 ± 0,1 0
60 min. nach Aortenclamping 36,2 ± 0,3 33,3 ± 1,7 0,06
nach Beendigung des Aortenclampings 36,3 ± 0,3 33,7 ± 2,0 0,02
Ende CPB 36,6 ± 0,3 35 ± 1,9 0,08
6 h nach CPB 38 ± 0,5 36,1 ± 0,8 0,003
Myokard vor CPB 37,7 ± 1,5 35,8 ± 0,6 >0,2
vor Aortenclamping 36,4 ± 1,0 28,2 ± 0,4 0
nach Kardioplegie 12,8 ± 2,8 12,2 ± 1,6 >0,2
10 min. nach Aortenclamping 17,4 ± 2,4 17,2 ± 3,4 >0,2
30 min. nach Aortenclamping 26,1 ± 2,4 23,6 ± 1,9 0,12
60 min. nach Aortenclamping 31,5 ± 1,5 28,1 ± 2,5 0,05
nach Beendigung des Aortenclampings 33,1 ± 1,6 28,7 ± 3,5 0,06
Ende CPB 35,9 ± 1,0 34,8 ± 0,5 0,11
6 h nach CPB 38,6 ± 0,6 36,4 ± 1,1 0,03
Gruppe 1 [normotherm]
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4.4 TNFa-Expression im Myokard
Vor dem Einsatz des EKK kann weder in der normothermen noch in der 
hypothermen Gruppe TNFa−mRNA bzw. TNFa−Protein (Tabelle 2) nachgewiesen 
werden. 
Vor dem Aortenclamping jedoch, d.h. nach 30minütigem EKK ergeben die 
Messungen für die TNFa-mRNA-Expression einen leicht höheren Mittelwert 
bei Normothermie. Auch vor Beendigung des Aortenclampings liegt die TNFa-
mRNA-Expression bei Normothermie über dem Wert bei Hypothermie. Sechs 
Stunden nach Beendigung des EKK zeigt sich ein signifi kanter Unterschied 
ebenfalls mit den höheren Werten in der normothermen Gruppe.
Festzuhalten ist in erster Linie, dass die TNFa-mRNA-Expression, wie in den 
Abbildungen 6 und 12 dargestellt, in der normothermen Gruppe durchwegs höher 
liegt als in der moderat hypothermen Gruppe, wobei das Maximum in beiden 
Gruppen am dritten Messpunkt, d. h. vor Beendigung des EKK erreicht wird.
 
   
vor CPB
vor Aorten-
clamping
vor 
Beendigung 
des Aorten-
clampings
6 h nach 
CPB
TNFa - Meßpunkte
TNFa-mRNA
normotherm
Mittelwert 0 1,16 1,46 1,03
Standardabweichung 0 0,28 0,49 0,02
moderat hypotherm
Mittelwert 0 0,95 1,04 0,97
Standardabweichung 0 0,09 0,06 0,04
p-Wert 1 0,1 0,09 0,016
TNFa-Protein
normotherm
Mittelwert 0 0,26 0,71 0,24
Standardabweichung 0 0,14 0,43 0,2
moderat hypotherm
Mittelwert 0 0,12 0,23 0,03
Standardabweichung 0 0,11 0,28 0,02
p-Wert 1 0,78 0,79 0,29
Tabelle 2
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400 bp
200 bp
M 1 2 3 4 1 2 3 4
normotherm 37°C hypotherm 28°C
TNF-a
(372 bp)
b-Aktin
(233 bp)
1,0
2,0
0,5
1,5
1 2 3 4
Abbildung 6
20 kDa
15 kDa
32,5 kDa
47,5 kDa
M 1 2 3 4 1 2 3 4
normotherm 37°C hypotherm 37°C
TNF-a
(17 kDa)
Aktin
(42 kDa)
1,0
0,5
1 2 3 4
Abbildung 7
Den gleichen Trend weisen die Messungen des TNFa−Proteins auf. Auch hier 
liegen die Werte für Messungen der hypothermen Gruppe stets unter denen der 
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normothermen Gruppe. Ebenso ist das TNFa−Protein vor dem EKK nicht messbar 
und verzeichnet ein Maximum vor der Beendigung des Aortenclampings.
Signifi kante Unterschiede lassen sich bezüglich des TNFa-Proteins nicht 
erkennen, wenngleich die Werte tendenzielle Differenzen zeigen wie aus Tabelle 
2 und den Abbildungen 7 und 12 hervorgeht.
4.5 COX-2-Synthese im Myokard
Schon vor der Installation des EKK kann im Myokard COX-2-Protein-Synthese 
in den beiden Gruppen nachgewiesen werden. Die zur moderat hypothermen 
Gruppe randomisierten Tiere weisen einen niedrigeren COX-2-Protein-Wert zu 
diesem Zeitpunkt auf, wobei sich jedoch kein signifi kanter Unterschied ergibt. 
Vor dem Aortenclamping zeigt sich zwischen der normothermen Gruppe und der 
moderat hypothermen Gruppe ein signifi kanter Unterschied. Vor Beendigung 
des Aortenclampings zeigen die Messwerte wiederum den gleichen Trend. Dies 
setzt sich am letzten Messpunkt sechs Stunden nach Beendigung des EKK fort.
Hieraus geht hervor, dass bei sämtlichen Messpunkten die Werte für die 
COX-2-Protein-Synthese im Myokard in der moderat hypothermen Gruppe 
unter den Werten der normothermen Versuchstiere liegen (siehe Tabelle 3 und 
Abbildung 12). 
   
vor CPB
vor Aorten-
clamping
vor 
Beendigung 
des Aorten-
clampings
6 h nach 
CPB
COX-2-Protein-Meßpunkte
normotherm
Mittelwert 0,11 0,5 0,68 0,47
Standardabweichung 0,08 0,18 0,33 0,13
moderat hypotherm
Mittelwert 0,09 0,16 0,53 0,26
Standardabweichung 0,1 0,09 0,06 0,26
p-Wert 0,83 0,002 0,38 0,126
Tabelle 3
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4.6 Aktivierung von NFκB im Myokard
Die DNA-Bindungsaktivität von NFκB, das sowohl p50 wie p65 enthält, kann in 
beiden Tiergruppen schon vor dem Einsatz des EKK beobachtet werden. Sie 
steigt in ähnlicher Art und Weise in beiden Tiergruppen während, sowie nach 
dem EKK an wie Tabelle 4 und die Abbildungen 8a und 8b zeigen, wobei das 
Niveau der Messwerte in der hypothermen Gruppe mit Ausnahme des ersten 
Wertes über dem der normothermen Gruppe liegt. Die Phosphorilierung von 
IκB-a im Myokard verläuft parallel der Bindungsaktivität von NFκB vor, während 
und nach dem EKK in beiden Tiergruppen. 
   
vor CPB
vor Aorten-
clamping
vor 
Beendigung 
des Aorten-
clampings
6 h nach 
CPB
NFκB-Meßpunkte
normotherm
Mittelwert 439,2 555,1 507,3 611
Standardabweichung 36,6 16 4,13 49,3
moderat hypotherm
Mittelwert 400,8 696,4 643,5 676,3
Standardabweichung 8,24 13 3,33 7,41
p-Wert >0,1 >0,1 >0,1 >0,1
Tabelle 4
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Abbildung 8a
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Abbildung 8b
4.7 Phosphorilierung der p38-MAP-Kinase im Myokard
Die Phosphorilierung der p38-MAP-Kinase ist vor dem Einsatz des EKK in allen 
Tieren nur schwach zu erkennen. In den unter Hypothermie operierten Tieren 
zeigen sich die Spiegel der phospho-p38-MAP-Kinase während und nach dem 
EKK niedriger als in den normotherm operierten Tieren. Wie aus Tabelle 5 und 
Abbildung 9 hervorgeht, zeigt sich bei letzteren schon nach 30 Minuten EKK ein 
Anstieg, der einen Peak vor dem Declamping der Aorta aufweist, und danach 
absinkt. Die hypotherm operierten Tiere zeigen niedrigere Spiegel der phospho-
p38-MAP-Kinase im Vergleich zur anderen Gruppe. 30 Minuten nach Beginn des 
EKK zeigt sich mit p<0,03 ein signifi kanter Unterschied zwischen den beiden 
Versuchsgruppen.
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   
vor CPB
vor Aorten-
clamping
vor 
Beendigung 
des Aorten-
clampings
6 h nach 
CPB
Phospho-38-Meßpunkte
normotherm
Mittelwert 0,05 0,66 0,68 0,42
Standardabweichung 0,05 0,2 0,29 0,09
moderat hypotherm
Mittelwert 0,04 0,09 0,17 0,23
Standardabweichung 0,04 0,05 0,11 0,1
p-Wert 0,98 0,02 0,14 0,18
Tabelle 5
50 kDa
36 kDa
36 kDa
50 kDa
M 1 2 3 4 1 2 3 4
normotherm 37°C hypotherm 37°C
phospho-p38
(38 kDa)
total-p38
(38 kDa)
1,2
1,0
0,6
0,5
1 2 3 4
Abbildung 9
4.8 Aktivierung des AP-1 im Myokard
Die DNA-Bindungsaktivität von AP-1 ist vor dem Einsatz des EKK bei allen 
Tieren nur schwach zu erkennen. In den unter moderater Hypothermie operierten 
Tieren steigt die DNA-Bindungsaktivität von AP-1 während und nach dem EKK 
leicht an, wohingegen in der Vergleichsgruppe die DNA-Bindungsaktivität von 
AP-1 schon 30 Minuten nach Beginn des EKK signifi kant ansteigt und bis zum 
Ende des Versuchsprotokolls sechs Stunden nach EKK erhöht bleibt, wie in 
Abbildung 10 demonstriert. Während und nach dem EKK verzeichneten wir 
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signifi kante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, wie in Tabelle 6 belegt.
   
vor CPB
vor Aorten-
clamping
vor 
Beendigung 
des Aorten-
clampings
6 h nach 
CPB
AP-1-Meßpunkte
normotherm
Mittelwert 1910,9 2387,8 2331,1 2358,1
Standardabweichung 21,4 149,3 110,5 87,3
moderat hypotherm
Mittelwert 1942,8 2083,2 2028,7 1929,7
Standardabweichung 11,8 75,6 85,4 12,1
p-Wert >0,1 0,09 0,03 0,001
Tabelle 6
PC 1 2 3 4
normotherm 37°C hypotherm 28°C
Supershift
2000
2500
1500
1000
500
3000
[CNT / mm²]
1 2 3 4
+-Anti-c-jun
AP-1
NS
+- +- +- +-
PC 1 2 3 4
+- +- +- +- +-
AP-1
NS
Abbildung 10
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4.9 Der zeitliche Verlauf von Phospho-c-Jun
In den beiden untersuchten Gruppen fi nden sich vor Beginn des EKK keine 
Spiegel von phospho-c-Jun. Diese steigen in der normothermen Gruppe 
kontinuierlich an, während sie in der moderat hypothermen Gruppe nach einem 
kurzen Anstieg nach dem Ende des Aortenclampings wieder abfallen (s. Tabelle 
7 und Abbildung 11).
50 kDa
36 kDa
50 kDa
36 kDa
M 1 2 3 4 1 2 3 4
normotherm 37°C hypotherm 28°C
phospho-c-Jun
(48 kDa)
Actin
(42 kDa)
1,0
0,5
1 2 3 4
Abbildung 11
   
vor CPB
vor Aorten-
clamping
vor 
Beendigung 
des Aorten-
clampings
6 h nach 
CPB
Phospho-c-Jun-Meßpunkte
normotherm
Mittelwert 0 0,36 0,63 0,85
Standardabweichung 0 0,11 0,06 0,06
moderat hypotherm
Mittelwert 0,18 0,22 0,29 0,17
Standardabweichung 0,18 0,12 0,07 0,07
p-Wert >0,1 >0,1 0,01 0,000
Tabelle 7
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4.10 Der zeitliche Verlauf der Synthese von iNOS im Myokard
Vor Beginn des EKK fi ndet keine iNOS-Synthese im Myokard statt. Vor dem 
Aortenclamping, sowie im weiteren Verlauf des Versuches steigt die iNOS-
Synthese im Myokard ohne Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen 
an, wie in Tabelle 8 und Abbildung 12 dargestellt. 
Abbildung 12
   
vor CPB
vor Aorten-
clamping
vor 
Beendigung 
des Aorten-
clampings
6 h nach 
CPB
iNOS-Meßpunkte
normotherm
Mittelwert 0 0,29 0,48 0,47
Standardabweichung 0 0,55 0,4 0,48
moderat hypotherm
Mittelwert 0 0,47 0,58 0,88
Standardabweichung 0 0,54 0,97 0,58
p-Wert >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Tabelle 8
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5. Diskussion
Die Ergebnisse unserer Studie zeigen vor dem Einsatz des EKK weder in 
der normothermen noch in der hypothermen Gruppe TNFa−mRNA- bzw. 
TNFa−Protein-Expression. Dies bestätigt die Theorie, dass unsere Tiere keine 
myokardiale Vorschädigung aufweisen, die sich als lokale entzündliche Reaktion 
ausgedrückt hätte. Während der Operation war die TNFa-mRNA-Expression in 
der normothermen Gruppe durchwegs höher als in der moderat hypothermen 
Gruppe, wobei das Maximum in beiden Gruppen am dritten Messpunkt, d. h. vor 
Beendigung des EKK erreicht wird. Die einzige signifi kante Abweichung fi el vor 
Beendigung des Aortenclampings auf.
Den gleichen Trend weisen die Messungen des TNFa−Proteins auf. Auch hier 
liegen die Werte für Messungen der hypothermen Gruppe stets unter denen der 
normothermen Gruppe jedoch ohne Signifi kanz.
Hingegen kann die COX-2-Protein-Synthese schon vor der Installation des EKK 
in beiden Gruppen nachgewiesen werden. 
Bei sämtlichen Messpunkten liegen die Werte für die COX-2-Protein-Synthese 
im Myokard in der moderat hypothermen Gruppe unter den Werten der 
normothermen Versuchstiere. Hier erzielten wir vor dem Aortenclamping 
signifi kante Unterschiede (siehe Tabelle 2 und graphische Darstellung). 
Unsere Ergebnisse zeigen somit, dass  die moderate Hypothermie während 
des EKK zu einer Repression von TNFa und COX-2 im Myokard führt: diese 
Repression geht mit einer verminderten Aktivierung von AP-1 und MAPK einher. 
Keinen Unterschied konnten wir bezüglich der Expression von NFκB und iNOS 
erkennen.
5.1 Allgemeine Parameter 
Betrachtet man die Zytokinproduktion nach Einsatz des EKK, so gibt es 
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Hinweise, dass der präoperative Status des Patienten eine entscheidende Rolle 
spielt. Zum einen können Kinder mit kongenitalen Herzerkrankungen einen 
genetisch determinierten Reaktionsspiegel auf infl ammatorische Stressfaktoren 
hinsichtlich eines Zytokingen-Polymorphismus besitzen (Turner et al. 776-79). 
Zum anderen besteht die Möglichkeit, dass Hypoxämie oder Herzinsuffi zienz 
immunkompetente Zellen per se anders prägen, was zu einer unterschiedlichen 
Zytokinproduktion als Antwort auf den infl ammatorischen Stimulus führt. Die 
negative Beziehung zwischen der präoperativen arteriellen O2-Sättigung und 
dem IL-6-Spiegel spricht für die zweite Hypothese (Hovels-Gurich et al. 601-08; 
Hovels-Gurich et al. 811-20). 
Im Hinblick auf unsere Versuchstiere muss dieser Sachverhalt selbstverständlich 
Beachtung fi nden, da es sich nachgewiesenermaßen ausschließlich um gesunde 
Tiere handelt, die dahingehend optimale Voraussetzungen mitbringen, allerdings 
nicht identisch auf genetischer Ebene sind.
In anderen Untersuchungen offenbart sich ein direkter Zusammenhang zwischen 
IL-6-Spiegel und der Entstehung einer linksventrikulären Dyskinesie in der 
postoperativen Periode (Hennein et al. 626-35). Unser Versuchsprotokoll weist 
mit einer Bypasszeit von zwei Stunden, die eine Aortenabklemmung von einer 
Stunde beinhaltet, eine relativ kurze Zeitspanne auf, betrachtet man insbesondere 
die Operationsdauer bei komplexen Herzfehlern bei Kindern.
Normotherm operierte Patienten zeigen früh postoperativ einen niedrigeren 
systemischen Blutdruck und höhere Herzindizes. Außerdem weisen sie eine 
bessere Durchblutungssituation, einen geringeren Blutverlust und eine bessere 
Thrombozytenfunktion auf (Tonz et al. 1551-56; Tonz et al. 137-43). Dies mag 
damit in Verbindung stehen, dass COX-2 über eine Erhöhung der vaskulären 
Prostacyclinproduktion in Endothelzellen zur Vasodilatation und zu einem 
erniedrigten Gefäßwiderstand und somit zu einem besseren Blutfl uß beiträgt 
(Wu et al. H2420-H2429).
Da nun - wie in dieser Arbeit gezeigt werden kann - durch moderate Hypothermie 
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die COX-2-Expression erniedrigt wird, besteht der Verdacht, dass diese COX-
2-vermittelten, protektiven Mechanismen ebenfalls auf einem niedrigeren 
Level stattfi nden. Es sei festgehalten, dass der Mittelwert des COX-2-Proteins 
bei moderater Hypothermie stets unter dem Wert der unter normothermen 
Bedingungen operierten Versuchsgruppe liegt, wobei wir vor dem Aortenclamping 
einen signifi kanten Unterschied verzeichnen konnten (vgl. Tabelle 2).
Andererseits ist die Ischämietoleranz in homogen perfundierten Organen unter 
Normothermie deutlich herabgesetzt und höhere Blutfl ussraten führen zu einem 
zusätzlichen Bluttrauma (Tonz et al. 1551-56; Tonz et al. 137-43). 
Betrachtet man den systolischen Blutdruck, den linksatrialen Druck, den 
Pulmonalarteriendruck oder den zentralvenösen Druck an bestimmten 
Messpunkten gemäß Versuchsprotokoll, so können lediglich an zwei Messpunkten 
signifi kant bzw. tendenziell signifi kant niedrigere Drücke bei den normotherm 
operierten Tieren festgestellt werden (Tabelle 1). Die große Anzahl der Messwerte 
lässt einen Trend hin zu erhöhten Drücken im Bereich der moderaten Hypothermie 
erkennen. Gegenläufi g verhält sich der postoperative linksatriale Druck, dessen 
Werte in der normothermen Gruppe gegenüber der moderat hypothermen höher 
liegen und eine linksventrikuläre Dysfunktion bei den ersteren widerspiegeln 
könnte.
Ein eindeutiger Vorteil einer Gruppe bezüglich der Hämodynamik lässt sich 
jedoch aufgrund der fehlenden Signifi kanz nicht ausmachen.
Weiterhin zeigen unsere Untersuchungen einen Trend hin zu höheren Laktatwerten 
in der moderat hypothermen Gruppe. Während am Ende des EKK ein tendenziell 
höherer Wert in der normothermen Gruppe zu verzeichnen ist, kehrt sich dies 
an den darauf folgenden Messpunkten um. Jedoch ist festzuhalten, dass nur 
einmal ein signifi kanter Wert zu erheben war. Diesbezüglich sind Aussagen zur 
Verbesserung der Perfusion in der normothermen Gruppe nicht gesichert und 
bedürfen weiterer Abklärung.
Betrachtet man die von uns untersuchten Oxygenierungsindices PaO2/FiO2 in den 
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beiden Vergleichsgruppen, so verzeichnen wir durchwegs höhere Mittelwerte in 
der normotherm operierten Gruppe, ohne jedoch einen signifi kanten Unterschied 
feststellen zu können. Ob diese Werte jedoch ausreichen, um übereinstimmend 
mit Tönz et al. einen Vorteil der normothermen Gruppe im Hinblick auf eine 
bessere Durchblutungssituation u. ä. zu erkennen, bleibt äußerst fraglich, v. a. 
aufgrund der fehlenden Signifi kanz. 
Auch die übrigen in Tabelle 1 dokumentieren OP-Parameter bleiben ohne 
Nachweis eines signifi kanten Unterschieds bezüglich einer Bewertung der 
normothermen oder moderat hypothermen Gruppe zweifelhaft.
5.2 Auswirkungen des EKK auf diverse Organfunktionen
Eine Studie von Seghaye et al. (Seghaye et al. 978-87) belegt, dass 25 % aller 
herzchirurgisch operierten Kinder Zeichen multipler Organdysfunktionen mit 
hohen Plasmaspiegeln infl ammatorischer Marker zeigen.
Versuche an Ratten ziehen nach dem EKK eine doppelt so hohe COX-2-mRNA-
Expression im Gehirn im Vergleich zu nicht operierten Tieren nach sich (Hindman 
et al. 1380-88). 
Weiterhin stellt man eine Erhöhung der Darmpermeabilität fest, die einen 
Übertritt von Endotoxinen aus der residenten Darmfl ora in den portalen und den 
systemischen Kreislauf ermöglicht (Oudemans-van Straaten et al. 187-94). 
Außerdem werden TNFa, sowie iNOS eine dramatisch erhöhte systemische 
Gefäßpermeabilität mit erhöhtem Flüssigkeitsaufkommen der Lunge, sowie 
verschlechterter Oxygenierung zugeschrieben (Worrall et al. H2565-H2574). Tönz 
et al. belegen, dass der EKK zu einer postoperativen pulmonalen Dysfunktion 
mit einer Verschlechterung des Respirationsindex, des alveolär-arteriellen 
Gradienten und einer Zunahme des intrapulmonalen Shunts führt. Hypothermie 
verursacht zwar eine Verzögerung der zellulären Aktivierung, hat jedoch keinen 
Einfl uss auf den gesamten Umfang der Neutrophilenaktivierung und die 
postoperative pulmonale Dysfunktion (Tonz et al. 1551-56; Tonz et al. 137-43). 
In der Niere führt TNFa zu einer Reduktion der glomerulären Filtrationsrate und 
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einer Nierendysfunktion (Meldrum and Donnahoo 185-99).
Untersuchungen von Patienten nach herzchirurgischen Eingriffen mit EKK 
im Hinblick auf neuropsychologische Funktionen lassen vermuten, dass die 
Temperatur keine Rolle spielt und sich somit kein Vorteil für die moderate 
Hypothermie ergibt (Christakis, Abel, and Lichtenstein 475-80).
Padhy et al. (Padhy K 122-25) hingegen sieht Vorteile der Normothermie was den 
cerebralen und neuropsychiatrischen Zustand, sowie die Myokardprotektion der 
Patienten anbelangt. Weiterhin verzeichnet er weniger Blutungskomplikationen. 
Es sei darauf hingewiesen, dass diese Studie ohne Vergleichsgruppe durchgeführt 
wurde und sich das untersuchte Krankengut ausschließlich auf normotherm 
operierte Patienten jeden Alters (sieben Monate bis 80 Jahre) beschränkt. 
Demzufolge muss die Aussagekraft dieser Studie kritisch hinterfragt werden, v. 
a. was das Plädoyer des Autors für Normothermie anbelangt.
Andererseits wird für hypotherm operierte Schweine gezeigt, dass diese 
im Vergleich zur normothermen Gruppe weniger Leberzellnekrosen bei 
gleichbleibender Apoptose aufweisen. Gleichzeitig kann eine Erhöhung 
des antiinfl ammatorischen Mediators IL-10 und eine Reduktion von TNFa 
beobachtet werden, was den Schluss u. a. einer Leberprotektion bei hypotherm 
durchgeführtem EKK zulässt (Qing et al. 2769-75).
5.3 TNFa
Unsere Untersuchungen zeigen, dass der EKK unter moderat hypothermen 
Bedingungen mit einer Repression der TNFa−mRNA- sowie der TNFa−
Protein-Expression im Myokard einhergeht (Tabelle 2). Die Unterschiede in der 
TNFa-mRNA-Synthese wirken sich am deutlichsten mit einem signifi kanten 
Unterschied sechs Stunden postoperativ aus. Ebenso werden durch moderate 
Hypothermie niedrigere Plasmakonzentrationen von TNFa und eine niedrigere 
TNFa-Expression im Myokard sechs Stunden postoperativ beobachtet (Qing et 
al. 372-77; Vazquez-Jimenez et al. 1216-23). 
Beim Vergleich der beiden untersuchten Gruppen fällt auf, dass in der moderat 
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hypothermen Gruppe schon beim zweiten Messpunkt, d. h. nach 30 Minuten 
EKK, der Mittelwert für TNFa−mRNA sowie -Protein unter dem der normothermen 
Gruppe liegt. Bemerkenswerterweise fi ndet sich eine ähnlich verlaufende Kurve 
unterschiedlichen Niveaus in den beiden untersuchten Gruppen: Nachdem 
vor EKK kein TNFa messbar war, steigt der Wert bis zur Beendigung des 
Aortenclampings auf ein Maximum an und fällt sechs Stunden nach EKK wieder 
ab.
Dies legt einen antiinfl ammatorischen Effekt der moderaten Hypothermie in 
der frühen Phase des EKK vor Aortenclamping und Myokardischämie nahe. 
Diese Annahme wird durch die Beobachtung untermauert, dass die Temperatur 
sowohl im Myokard als auch im Ösophagus schon vor dem Aortenclamping in 
der unter moderater Hypothermie operierten Gruppe signifi kant niedriger liegt. 
Dadurch verstärkt sich die Vermutung einer direkten, frühen und schnellen Rolle 
der Hypothermie im Sinne einer Inhibierung der TNFa-Expression während des 
EKK. 
Diese Beobachtung geht einher mit einer Studie, die belegt, dass Hypothermie 
die Expression von TNFa-mRNA in der Leber während Ischämie und in der 
frühen Reperfusion drosselt (Kato et al. G608-G616). 
Der oben angesprochene signifi kante Temperaturunterschied schon vor dem 
Aortenclamping legt nahe, dass es sich bei der Zytokin-mRNA-Expression eher 
um einen systemischen als um einen lokalen Prozess handelt. Dies stimmt mit der 
Beobachtung eines systemischen antiinfl ammatorischen Zytokinübergewichts 
mit reduzierter Leukozytenmobilisation bei Tieren überein, die unter moderat 
hypothermen Bedingungen operiert wurden (Qing et al. 372-77).
In einem Ischämie-Reperfusionsmodell an der Maus wird gezeigt, dass die 
endogene IL-10-Produktion die Produktion von TNFa und NO inhibiert und das 
Myokard durch die Downregulation von interzellulärem Adhäsionsmolekül-1 
schützt. Dieses wiederum reduziert endothelial-neutrophile Interaktionen, sowie 
die Bereitstellung von aktivierten Neutrophilen im Myokard (Yang, Zingarelli, and 
Szabo 1019-26). Interessanterweise ist TNFa in der Lage die Produktion von IL-
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10 zu erhöhen (van der Poll et al. 1985-88). Als Hauptquelle der IL-10-Produktion 
während des EKK gilt die Leber (Wan, LeClerc, and Vincent 269-76).
Jedoch hat das Fehlen von TNFa in nicht vorbehandeltem (non-preconditioned) 
Myokard weder positive noch negative Auswirkungen (Dawn et al. 51-61).
Letztendlich darf nicht vergessen werden, dass die Sternotomie als solches eine 
Entzündungsreaktion mit u. a. erhöhten TNFa–, sowie CRP-Spiegeln hervorruft. 
Der Einsatz des EKK ohne Herzchirurgie führt jedoch zu einer um ein vielfaches 
höheren Entzündungsreaktion mit erhöhtem IL-10, IL-8 und TNFa, sowie 
einer Verschlechterung der polymorphonuclear leukocyte (PMN)-Chemotaxis 
verglichen mit der alleinigen Sternotomie (Brix-Christensen et al. 407-13).
5.4 NKκB
Die Genexpression von TNFa wird unter anderem vom Transkriptionsfaktor 
NFκB reguliert (Meldrum et al. 2849-54). Im Gegensatz zu TNFa zeigt sich in 
unserer Studie durch Hypothermie jedoch keine verminderte NFκB-Aktivierung 
im Myokard, was impliziert, dass die Hypothermie während des EKK über 
andere Transkriptionsfaktoren in den TNFa-Regelkreis eingreift. NFκB spielt 
eine zentrale Rolle in der myokardialen Entzündungsreaktion einschließlich der 
TNFa-Sekretion durch Kardiomyozyten als Reaktion auf systemisches Endotoxin 
(Ballard-Croft et al. 38-45). 
Eine Versuchsanordnung, die die Folgen der Inhibierung von NFκB untersucht, 
hat die Reduzierung von IL-6, TNFa, Troponin I und somit einen geringeren 
Schweregrad der kardialen Dysfunktion zur Folge (Yeh et al. 301-09).
Jedoch ist die NFκB-Aktivierung notwendig für das späte preconditioning 
im Myokard, weshalb auch eine myokardprotektive Rolle dieses 
Transkriptionsfaktors vermutet wird (Valen, Yan, and Hansson 307-14).
5.5 COX-2
COX-2 ist abhängig von iNOS abstammendem NO, wohingegen die iNOS-
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Aktivität von COX-2-stammenden Prostanoiden unabhängig ist (Shinmura et 
al. 602-08). Wie in Abbildung 13 veranschaulicht, befi ndet sich COX-2 folglich 
stromabwärts von iNOS, betrachtet man den protektiven Verlauf des späten 
preconditionings, was impliziert, dass iNOS zumindest teilweise protektive 
Wirkung besitzt, indem es COX-2 bereitstellt (Bolli et al. 506-19).
JAK1 JAK2
STAT1 STAT3 IKB
p50 p65
COX-2 gene
iNOS gene
STAT1 STAT3
mRNA
mRNA
COX-2
iNOS
NO
PGI2 PGE2
Myokard-Protektion
p50 p65
IKB
p50 p65
PKCe
Src Lck IKKα / IKKβ
Preconditioning Ischemia
Abbildung 13
In der späten Phase des ischämischen Preconditionings aktiviert von iNOS 
abstammendes NO direkt die kardiale COX-2 über cGMP-unabhängige 
Mechanismen (Salvemini et al. 7240-44). Diese Hochregulation wird durch den 
JAK-STAT-Signalübertragungsweg vermittelt, wobei die COX-2-Proteinsynthese 
im Gegensatz zur COX-2-Aktivität iNOS-unabhängig abläuft. Dieser 
Signalübertragungsweg spielt ebenso eine wichtige Rolle im Hinblick auf die 
Induktion von iNOS während des späten preconditionings (Xuan et al. 9050-55; 
Xuan et al. 525-37).
COX-2 kann mittels verschiedener Faktoren – einschließlich der 
Transkriptionsfaktoren NFκB und AP-1 - hochreguliert werden (Shishodia 
and Aggarwal 5004-12). AP-1 ist der wichtigste Promoter, der in die COX-2-
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Induktion in Kardiomyozyten involviert ist (Adderley and Fitzgerald 5038-46). 
Eine signifi kante COX-2-Expression bzw. iNOS wird im Myokard von Patienten 
mit angeborenen Herzfehlern, sowie in endotoxischen Rattenherzen gefunden 
(Liu et al. 1219-25; Wong et al. 100-03). 
In unseren Untersuchungen können wir eine parallel verlaufende Expression von 
TNFa und COX-2, sowie AP-1 während und nach EKK beobachten, was darauf 
hinweist, dass die COX-2-Expression in diesem Tiermodell TNFa-vermittelt und 
diese wiederum vermutlich AP-1-vermittelt ablaufen könnte. 
Die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der iNOS-Synthese im Myokard zeigt 
keine Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen, was die oben 
genannte These untermauert.
Die COX-2-Meßwerte sind während des EKK, sowie im weiteren 
Beobachtungsverlauf in der moderat hypothermen Gruppe (signifi kant) niedriger 
im Vergleich zu den normotherm operierten Tieren. Am eindeutigsten zeigt sich 
dieser Trend vor dem Aortenclamping. Übereinstimmend mit TNFa liegt das 
Maximum der Kurven vor Beendigung des Aortenclampings. 
Die breite Mehrheit der Autoren proklamiert die kardioprotektiven Eigenschaften 
der COX-2. Andererseits jedoch verursacht die COX-2-vermittelte Thromboxan 
(Tx)A2-Freisetzung einen Myokardschaden in isolierten Rattenherzen als Antwort 
auf Staphylokokkus-a-Toxin, was zu koronarer Vasokonstriktion, sowie einem 
Perfusionsmißverhältnis führt (Metais et al. II328-II334; Sibelius et al. 78-85).
5.6 AP-1 
Hypothermie inhibiert über den p38-MAP-Kinase-Übertragungsweg 
Transkriptionsfaktoren wie AP-1, die wiederum in die Regulation von TNFa 
eingreifen (Yao et al. 17795-801). In unserer Studie wird die Phosphorilierung 
der p38-MAP-Kinase weitgehend durch den hypothermen EKK inhibiert. 
Übereinstimmend hiermit verzeichnen wir während und nach dem EKK eine 
Inhibierung der AP-1-Aktivierung im Myokard. 
Hieraus wird ersichtlich, dass AP-1 und NFκB durch Hypothermie in 
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unterschiedlicher Art und Weise beeinfl usst werden. Diese Erkenntnis lässt sich 
durch eine andere experimentelle Arbeit an Fibroblasten von Ratten untermauern, 
die zeigte, dass Kältestress die Aktivierung von Raf inhibiert (Chan et al. 1337-
44). Raf stellt eine mitochondrial stimulierte Proteinkinase dar, die eine wichtige 
Stellung bezüglich der Aktivierung der p38-MAP-Kinase einnimmt (Buscher et al. 
466-75). Mittels Inhibierung von Raf unterdrückt Hypothermie die Phophorilierung 
der p38-MAP-Kinase in vitro und inhibiert auf diesem Wege die Phosphorilierung 
von c-Jun sowie die AP-1-Aktivierung (Kato et al. G608-G616). 
Die Aktivierung von AP-1 und NFκB, die sowohl im menschlichen als auch im 
Tierherz gut dokumentiert ist, hat gewisse Gemeinsamkeiten bezüglich der 
Aktivierungskinetik (Frantz et al. 749-56; Thanos and Maniatis 529-32). 
Die Rolle von AP-1 in der myokardialen Entzündungsreaktion wurde bisher nicht 
vollständig geklärt. Unsere Untersuchungen führten zu dem Ergebnis, dass für die 
myokardiale Expression verschiedener Zytokine im Rahmen einer Herzoperation 
sowohl NFκB wie AP-1 von Bedeutung sind (Valen, Yan, and Hansson 307-14; 
Yao et al. 17795-801).
Der Grund für die abgeschwächte TNFa-Expression während Hypothermie in 
unserem Modell ist möglicherweise das Resultat einer selektiven Inhibierung von 
AP-1. 
Die AP-1-Aktivität wird auf zwei Stufen reguliert. Sie ist abhängig von der 
Konzentration sowie vom Grad der Phosphorilierung, welche die DNA-
Bindungsaktivität bestimmt (Wisdom 180-85).
In der gegenwärtigen Studie gibt es keinen Unterschied bezüglich der Spiegel 
von c-Jun im Kernextrakt der beiden Gruppen, jedoch zeigen die hypotherm 
operierten Tiere einen niedrigeren Phosphorilierungsquotienten von c-Jun wie 
auch eine niedrigere DNA-Bindungsaktivität von AP-1 während und nach dem 
EKK im Vergleich zur anderen Gruppe. Deshalb vermuten wir, dass Hypothermie 
während des EKK die Phosphorilierung der p38-MAP-Kinase inhibiert, 
welche in der Folge die Phosphorilierung von c-Jun und die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors AP-1 im Kern unterdrückt, was in einer verminderten 
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TNFa−Expression im Myokard resultiert. 
5.7 Kardioprotektive Effekte der moderaten Hypothermie
Hypothermie während des EKK vermittelt Myokardschutz durch die Inhibierung 
der intramyokardialen Expression von TNFa (Vazquez-Jimenez et al. 1216-23). 
Kardiodepressive Effekte hingegen wurden mindestens zwei unterschiedlichen 
Mechanismen zugeschrieben. TNFa zieht einerseits unverzüglich negativ 
inotrope Effekte auf Kardiomyozyten durch Störung der Calciumkanäle nach 
sich, die durch Sphingosin übermittelt werden und unabhängig von NO sind und 
andererseits treten verzögerte, NO-abhängige, negativ inotrope Effekte im Sinne 
einer Myofi lamentdesensibilisierung des Calciums ein (Kelly and Smith 778-81). 
Hohe lokale NO-Konzentrationen - vergesellschaftet mit der Induktion von iNOS 
– gehen mit Myokardschaden und Zelltod einher (Wildhirt et al. 1616-23). 
In der gegenwärtigen Studie zeigt sich die iNOS-Synthese im Myokard während 
und nach dem EKK offensichtlich unbeeinfl ußt von der Kerntemperatur während 
des EKK. Der Grund hierfür ist unklar. Es kann jedoch gezeigt werden, dass 
die Expression von iNOS und NO in gezüchteten Kardiomyozyten nicht mit 
TNFa ansteigt – im Gegensatz zu iNOS in Makrophagen (Fonseca et al. 2297-
306; Shindo et al. 813-19). Eine kürzlich veröffentlichte Studie beweist, dass 
endogenes und exogenes TNFa die iNOS-mRNA-Expression nicht beeinfl usst 
und dass es die NO-Freisetzung im ischämischen und nicht ischämischen, 
isolierten Rattenherz nicht erhöht (Paz et al. 1299-305). Hinzu kommt, 
dass endotoxin-induziertes TNFa die Kontraktilität des Myokards isolierter 
Rattenherzen unabhängig von der NO-Synthese herabsetzt (Grandel et al. 
2758-64). Deshalb könnte in unserem Tiermodell die Kardioprotektion durch 
moderate Hypothermie unabhängig von der erniedrigten intramyokardialen 
iNOS-Synthese vermittelt worden sein. 
An dieser Stelle sei angemerkt, dass Zingarelli et al. (Zingarelli et al. 327-42) iNOS 
eine vorteilhafte Rolle im Hinblick auf die Modulation der frühen Reaktion des 
Organismus gegen die Infl ammation zuschreibt. Diese Schutzmaßnahme scheint 
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sowohl über NFκB- wie über AP-1-Übertragungswege reguliert zu werden. Nicht 
zuletzt werden NFκB und AP-1 mit einer bedeutenden Funktion bezüglich des 
Remodellings des linken Ventrikels im Zuge angeborener Herzfehler in Verbindung 
gebracht (Frantz et al. 749-56). Auch können in unter hypotherm operierten 
Tieren im Vergleich zu normotherm operierten Tieren ein niedrigerer kardialer 
Lymphfl uss und niedrigere cTn1-Spiegel im koronar-venösen Blut nachgewiesen 
werden. Zudem ist in diesen Tieren nach dem EKK keine Unterstützung durch 
Inotropika notwendig. Es zeigen sich signifi kant geringere Histologiescores, 
sowie prozentual geringere Anteile von Zellnekrosen, wohingegen der Anteil 
der apoptotischen Zellen nicht signifi kant unterschiedlich ist. Übereinstimmend 
mit unserer Untersuchung können auch von dieser Arbeitsgruppe keine TNFa-
mRNA-Spiegel (ebenso wie IL10-mRNA-Spiegel) vor dem EKK nachgewiesen 
werden. Das gleiche gilt für die Proteinspiegel (Vazquez-Jimenez et al. 1216-
23). 
Nicht zu vernachlässigen ist, dass die moderate Hypothermie beim Einsatz des 
EKK im Gegensatz zu TNFa die IL-10-Konzentration über eine STAT-3-Aktivierung 
erhöht (Qing et al. 372-77; Qing et al. 2769-75), die eine Myokardprotektion zur 
Folge hat (Frangogiannis et al. 2798-808). Die höchsten IL-10-Spiegel werden 24 
Stunden nach EKK gemessen, wobei eine Korrelation zwischen der Temperatur 
und der Höhe des IL-10 auffällt. Je niedriger die rektale Temperatur 24 Stunden 
nach EKK umso höher präsentiert sich der gemessene IL-10-Spiegel (Seghaye et 
al. 545-53). Nach dem Anschluss eines Tieres an den EKK löst allein die dadurch 
hervorgerufene Belastung die IL-10-Antwort aus (Brix-Christensen et al. 407-
13). 
Auch eine aktuelle Studie bestätigt eine Erhöhung des antiinfl ammatorischen 
IL-10 unter Hypothermie; weiterhin kann gezeigt werden, dass in diesem 
Versuchsmodell ebenfalls am Schwein das proinfl ammatorische IL-6 
abgeschwächt wird, wohingegen die protektiven Hitzeschockproteine ansteigen 
(Chen et al. 209-16).
Dies unterstützt die Annahme, dass Hypothermie dem myokardialen 
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Perfusionsmißverhältnis und einer Myokardschädigung durch die Herzchirurgie 
entgegenwirkt, indem sie den p38-MAP-Kinase-AP-1-Weg und dadurch TNFa 
und COX-2 herabsetzt. 
Andererseits kommen Autoren (Eggum et al. 611-617; Rasmussen et al. 191-
196) zu dem Schluß, dass milde Hypothermie im Vergleich zu Normothermie 
bzw. moderate Hypothermie im Vergleich zu milder Hypothermie keinen Vorteil 
im Hinblick  auf die Freisetzung von infl ammatorischen Mediatoren bringt.
Aber auch die Balance zwischen pro- und antiinfl ammatorischen Mediatoren 
spielt eine nicht zu vernachlässigende Rolle für das outcome der Patienten 
(McBride et al. 724-29). Zu erwähnen ist hier neben dem oben genannten IL-
10 das C-reaktive Protein als Akute-Phase-Protein mit antiinfl ammatorischen 
Eigenschaften, da es die PMN-Chemotaxis herunterreguliert (Seghaye et al. 
978-87; Zhong et al. 2533-40).
Eine Studie von Mou et al. besagt, dass eine hohe Prozentzahl der Kinder, die 
sich Herzoperationen mit Unterstützung des EKK unterziehen müssen, bereits 
präoperativ, jedoch auch perioperativ, eine Endotoxämie aufweisen, die eine 
Erklärung für die myokardiale und in diesem Fall zusätzliche systemische 
Zytokinproduktion sein kann. Ein Teil der präoperativ asservierten Proben zeigt 
erhöhtes TNFa und eine Translokation des NFκB. Nachdem dies nicht bei allen 
präoperativ endotoxämischen Patienten der Fall ist, vermuten die Autoren eine 
Abhängigkeit von Intensität und Dauer der Endotoxämie (Mou et al. 827-32). 
Hieraus resultiert, dass die Endotoxämie chronologisch sowohl vor als auch 
nach dem Einsatz des EKK stehen kann. Wie gerade erläutert kann sie einerseits 
eine Ursache der Zytokinproduktion darstellen. Andererseits weisen McElhinney 
et al. daraufhin, dass die zugrunde liegende Herzerkrankung durch reduziertes 
kardiales Output oder Hypoxämie eine chronische Organischämie nach 
sich ziehen kann. Dies steht in Einklang mit der hohen Inzidenz nekrotischer 
Enterokolitis bei Kindern mit kongentialen Herzerkrankungen. Eine solche 
Ischämie ermöglicht eine Translokation von bakteriellem Endotoxin aus dem 
Darmlumen in den Blutkreislauf (McElhinney et al. 1080-87). Jedoch beschreiben 
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Oudemans-van Straaten et al. diese Entwicklung auch als Folge des EKK 
(Oudemans-van Straaten et al. 187-94).
Ebenso wie unter Punkt zwei der Diskussion stellt sich die Frage inwieweit der 
Einsatz des EKK für die infl ammatorische Aktivierung verantwortlich gemacht 
werden kann. Selbst wenn der EKK in eklatanter Weise zum komplexen 
infl ammatorischen Geschehen beiträgt, darf man Faktoren wie die Endotoxämie 
und die nicht unerheblichen operativen Maßnahmen nicht außer Acht lassen. 
Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass durch moderate Hypothermie 
während des EKK die myokardiale Expression von TNFa wie auch COX-2 
erniedrigt wird und auf diese Weise der systemisch infl ammatorischen Antwort 
auf den EKK entgegengewirkt werden kann. 
Man wird die Frage stellen müssen, inwieweit ein ärztliches Eingreifen im Bezug 
auf die Kaskade infl ammatorischer Mediatoren vertretbar ist. Hierbei besteht 
stets die Gefahr nur einen singulären therapeutischen Aspekt zu betrachten 
und die Auswirkungen auf die komplexe Erkrankung hierauf zu reduzieren. Ein 
Eingreifen an einem speziellen Punkt kann unvorhersehbare Folgen und nicht 
zuletzt eine Progression der Symptome nach sich ziehen. 
Den vielversprechenden experimentellen Ansätzen werden noch weitere 
Untersuchungen folgen müssen, um die Komplexität der infl ammatorischen 
Kaskade nach Operationen am Herzen mit Hilfe des EKK besser zu verstehen 
und um sichere medikamentöse Strategien entwickeln zu können. Diese sollten 
darauf abzielen, die EKK-induzierte Entzündungsreaktion zu kontrollieren und 
die Zellschäden auf ein Minimum zu reduzieren um das Outcome der Patienten 
zu verbessern.
Weiterhin ist zu beachten, dass – abgesehen vom Zusammenspiel und der 
Balance von proinfl ammatorischen und antiinfl ammatorischen Zytokinen – auch 
Rezeptorantagonisten, das Komplementsystem, Leukozyten, Adhäsionsmoleküle, 
Endotoxine, der platelet-activating factor, NO, Endothelin, zytoprotektive Gene, 
Neurohormone u. a. in den Entzündungsprozess nach EKK eingreifen.
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6. Zusammenfassung
Chirurgische Eingriffe am Herzen unter dem Einsatz des extrakorporalen Kreis-
laufs gehen mit einer erheblichen systemischen Entzündungsreaktion des Orga-
nismus einher. Unser Ziel war, die Signalübertragungswege, die zur intramyokar-
dialen Expression von TNFa und COX-2 führen mit Hilfe eines Tiermodells am 
Schwein zu untersuchen. Einen anderen Schwerpunkt stellte die weitere Erfor-
schung der Auswirkungen der Kerntemperatur während des EKK auf die Expres-
sion von COX-2 und TNFa im Myokard dar. 
Einschluss in die Studie fanden zwölf Schweine. Jeweils 6 Schweine wurden zu-
fällig der Gruppe, die unter moderater Hypothermie (28 °C) operiert wurde, bzw. 
der Gruppe, die unter Normothermie (37 °C) operiert wurde, zugeordnet. 
Für die Untersuchung der Hämodynamik, der OP-Parameter, sowie der Tempe-
ratur rekrutierten wir insgesamt 21 Schweine: 11 Schweine in der hypothermen 
Gruppe, sowie 10 Schweine in der normothermen Gruppe.
Myokardiale Gewebeproben wurden vor, während und 6 Stunden nach dem 
EKK akquiriert. Die TNFa-mRNA wurde durch die kompetitive Transkriptase-Po-
lymerase-Kettenreaktion berechnet. Die Proteinlevel von TNFa, iNOS und COX-
2 wurden mittels Western Blot gemessen, während wir die Aktivierung von NFκB 
und AP-1 mit Hilfe von EMSA mit Supershift und/oder Western Blot ermittelten. 
Während und nach des kardiochirurgischen Eingriffes zeigten die unter hypo-
thermen Bedingungen operierten Tiere niedrigere TNFa- und COX-2-Expressio-
nen jedoch keine Veränderungen der iNOS-Synthese. Dies war assoziiert mit 
einer niedrigeren Aktivierung der p38-MAP-Kinase und des AP-1 in hypotherm 
behandelten Tieren. Anders verhält sich NFκB, das keinen Unterschied zwischen 
beiden Versuchsgruppen aufweist.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass durch moderate Hypothermie wäh-
rend des EKK die intramyokardiale Expression von TNFa und infolge dessen die 
Expression der von TNFa induzierten COX-2 reduziert werden kann, indem die 
Aktivierung des p38-MAP-Kinase-AP-1-Wegs jedoch nicht NFκB inhibiert wird. 
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7. Anhang
Versuchsprotokoll:
Zugang A. femoralis
Druckkatheter A. carotis
Druckkatheter V. jugularis
Temperatur Ösophagus
Blasenkatheter
Blutbild
Urinprobe
Lungenbiopsie
Biopsie rechter Ventrikel
Temperatur Myokard
Druckkatheter linker Vorhof
Biopsie rechter Ventrikel
Druckkatheter A. pulmonalis
Lungenbiopsie
Intubation
Operation
Heparin-Gabe
extrakorporaler Kreislauf (EKK)
Beginn clamping
Kardioplegie
30 min.
30 min.
6 h
60 min.
Ende clamping
Ende extrakorporaler Kreislauf (EKK)
Protamin-Injektion
artifizieller Exitus des Schweines
Biopsie rechter Ventrikel
Blutbild
MaßnahmenDiagnostik
Zugang rechter Vorhof
Blutgasanalyse (Intervall 1 h)
Urinproben (Intervall 2 h)
Blutbild
bronchoalveoläre Lavage
Serum
Entnahme Gewebeproben
Entnahme Organe
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 Gezeigt wird die Ratio phosphorilierte-MAP-Kinase/Gesamt-
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 unten: Beispiel eines Gels, welches die mittels Western Blot 
gemessene  Expression von phospho-P38-MAP-Kinase und 
Gesamt-P38-MAP-Kinase zeigt.
Abbildung 10: Graphische Darstellung des Verlaufes der intramyokardialen 
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 unten: Beispiel eines Gels, welches die mittels Western Blot 
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